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Identificacao de Morte Subita dos
Citros Usando Espectroscopia de
Fluorescéncia

Jean Carlos Corte Terencio'
Débora Marcondes Bastos Pereira Milori2
Ladislau Martin-Neto3

Resumo

A morte subita dos citros (MSC) ja causou desde 1999 o definhamento e morte
de mais de 1,5 milhdo de arvores de laranjeira podendo atingir 85% dos
pomares paulistas e mineiros. O agente causal da doenca ainda permanece
desconhecido. A forma de deteccao atual da doenca é feita através de inspecao
visual da arvore, cujos sintomas as vezes se assemelham muito com outras
doencas causando muita incerteza na producao de laudos de infestacdo da
doenca. Um amarelecimento que a doenca causa na parte interna do porta
enxerto é o critério mais forte para o diagnéstico final, entretanto o
procedimento leva a uma grande lesdao na planta que pode servir para a entrada
de outras doencas em arvores ainda nado infectadas. Este trabalho propoe
identificar plantas contaminadas por Morte Subita dos Citros utilizando a técnica
de fluorescéncia visando aumentar a precisdo na deteccao da doencas. Esta
metodologia também permite a deteccdo da doenca precocemente possibilitando
a tomada de decisdes que possam minorar as perdas de producado para os
citricultores.
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Diagnosis of Citrus Sudden
Death Using Fluorescence
Spectroscopy

Jean Carlos Corte Terencio
Débora Marcondes Bastos Pereira Milori
Ladislau Martin-Neto

Abstract

The sudden death of citros (SDC) desease caused since 1999 the consumption
and death of more than 1,5 million of orange trees in Brazil, being able to reach
85% of the Sdo Paulo and Minas Gerais orchards. The causal agent of disease
is still unknown. The current manner of disease detection is made through
visual inspection of the orange trees, whose symptoms are very similar to
others diseases, causing uncertainty in the production of infestation awards. A
yellowish in the internal part of stem, typical of disease, is the strongest
criterion for the final diagnosis, however leads to a great injury in the plant that
can serve for the entrance of other diseases in trees still not infected. This work
intends to identify contaminated plants by Sudden Death of Citros using the
fluorescence spectroscopy technique. The goal is to increase the precision in the
diagnosis. This methodology also allows the precocious detention of the disease
making possible a quick taking of decisions, diminishing losses for the citrus
producers.

Key-words:
Citrus; Rootstock; Phytopathology; Fluorescence.
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Introducao

Assistimos ao final do Ultimo século a descoberta de uma doenca denominada
de MSC que afeta os pomares de laranjeiras doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
'Valéncia', 'Hamlin', 'Natal', 'Westin' e 'Pera’ e tangerineiras (C. reticulata
Blanco) 'Cravo' e 'Ponkan' enxertadas sobre limoeiro 'Cravo’ (C.limonia
Osbeck). Bassanezi et al. (2003) descreve o prelidio da doenca, como sendo
relatada em trés municipios do Estado de Minas Gerais e quatro do Estado de
Séo Paulo (GIMENES-FERNANDES e BASSANEZI, 2001).

A MSC esté associada a combinacao laranjeira doce sobre limoeiro 'Cravo’, uma
vez que combinacdes de laranjeiras doces sobre porta-enxertos de tangerineiras
'Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tan.) e 'Sunki' (C. sunki Hort. ex Tanaka),
Poncirus trifoliata (L.) Raf. e citrumelo 'Swingle' [P. trifoliata (L.) Raf. X C.
paradisi Macf.] sado resistentes aos sintomas da doenca como descreve
Gimenes-Fernandes et al. (2002).

Inicialmente, a copa da planta afetada apresenta perda de brilho das folhas,
poucas brotacdes, auséncia de brotacdes internas e desfolha parcial. O sistema
radicular apresenta grande quantidade de raizes podres e mortas, com poucas
radicelas. O sintoma caracteristico da doenca é o amarelecimento do tecido
interno da casca do porta-enxerto abaixo da regidao da enxertia podendo, em
alguns casos, ficar alaranjado, contrastando com a coloracao creme dos tecidos
da casca da copa.

Este tecido amarelado corresponde, na maior parte, aos vasos do floema que se
encontram obstruidos e degenerados como descrevem Gimenes-Fernandes e
Bassanezi (2001). Todo este quadro sintomatolégico pode ocorrer rapidamente,
de um a mais de doze meses, dependendo da época do ano e da condicéo de
producao da planta (BASSANEZI et al., 2002). Até o momento, nenhuma planta
com menos de 22 meses, em pomares na regido com maiores incidéncias da
doenca, apresentou sintomas.

Até o momento, nenhum patégeno foi confirmado como agente biético da MSC,
mas a hipotese mais provavel é, segundo a Alellyx Applied Genomics (2005),
que a MSC seja causada por uma associacdo de um virus da familia
Tymoviridae, chamado de citrus sudden death-associeted virus com CSDav,
transmitido pelo pulgao preto dos citros Toxptera citricida (MACCHERONI et al;
2005), de maneira semelhante a tristeza dos citros na sua forma de declinio
réapido, quando a laranjeira doce é enxertada sobre laranjeira 'Azeda’
(C.aurantium L.).

A forma de deteccdo atual da doenca é feita através de inspecdo visual da
arvore, cujos sintomas as vezes se assemelham muito com os de outras
doencas, como por exemplo o Declinio dos Citros, causando muita incerteza na
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producdo de laudos de infestacdo. O amarelecimento da parte interna do porta
enxerto é o critério mais forte para o diagnéstico final, entretanto leva a uma
grande lesao na planta que pode servir para a entrada de outras doencas em
arvores ainda nao infectadas.

Este trabalho propde identificar plantas contaminadas pela MSC utilizando a
técnica de espectroscopia de fluorescéncia visando aumentar a precisao na
deteccao da doencas e diminuir lesdo na planta. A idéia basica do método é que
a doenca leva a alteragdes quimicas no tecido do porta-enxerto, e
consequentemente deve levar a alteracoes da emissao de fluorescéncia do
material. Portanto, a metodologia deve permitir a deteccdo da doenca
precocemente, antes de sintomas externos da planta, possibilitando a tomada
de decisOes rapidas que possam minorar as perdas de producao para os
citricultores.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Optica e Lasers pertencente a
Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, localizada no municipio de Sdo Carlos
SP, durante o periodo de agosto de 2004 a outubro de 2005.

O procedimento experimental baseou-se, inicialmente, na retirada de pedacos do
porta-enxerto de laranjeiras doce tanto nas variedades Péra-Rio quanto na
Valéncia enxertadas sobre limao 'cravo’ [ Citrus limonia (L.) Osbeck] plantadas
héd 14 anos e 19 anos respectivamente. Estas amostras foram enviadas pelo
Fundecitrus - Fundo de Defesa da Citricultura e divididas em sadias, com morte
sUbita dos citros e com declinio dos citros.

As plantas de laranjeiras doces apresentavam medidas semelhantes quanto a
variedade da copa/cavalo, tamanho da copa, didmetro do caule e idade. Foram
analisadas 166 amostras de porta-enxertos entre saudaveis, doentes com Morte
Subita dos Citros e com Declinio dos Citros certificadas pelos técnicos da
Fundecitrus.

Foram retiradas laminas do material interno dos porta-enxertos para as andlises
de espectroscopia de fluorescéncia em um equipamento Shimadzu, modelo RF-
5301PC pertencente a Embrapa Instrumentacédo Agropecudria.

Inicialmente o material foi caracterizado através de seus espectros de emissao e
excitacdo. Todas as medidas foram realizadas com fendas de excitacéo e
emissao de 5 nm, velocidade de varredura média e sem a utilizacao de filtros.
Através das diferencas espectrais observadas por esta caracterizacédo foi gerado
um indice de identificacdo para material saudavel, com morte sibita e com
declinio.
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Resultados e Discussao

Apds um minucioso estudo das caracteristicas dos espectros de
emissdo e excitacdo dos porta-enxertos, observou-se que a excitacdo em 576
nm fornecia espectros de emissao onde eram visualizadas as maiores diferencas
espectrais entre os materiais saudaveis e doentes, como mostra a Fig. 1.

Tomando como referéncia a banda com maximo em 822 nm, observou-se que
os materiais doentes e saudaveis apresentavam niveis de emissdo em 629 nm
bastante diferenciados. Baseados nesta observacao foi proposto um indice que
é a razao entre as intensidades de emissdao em 629 nm e 822 nm.

_ Intensidade de fluorescénciaem 629nm 1)

¢ Intensidade de Jluorescénciasm 82 2nm

Para os 166 porta-enxertos analisados, valores de /, acima de 6,4
correspondiam a plantas com MSC. Os porta-enxerto saudaveis e com declinio
apresentavam sempre valores inferiores, mas através desta metodologia nao foi
possivel diferenciar com muita precisao arvores saudaveis e arvores com
declinio. Quanto a diferenciacéo entre arvores com MSC e saudaveis a precisado
foi de aproximadamente 87%. Este resultado pode ser visualizado na Fig. 2.

700
600
— MSC
500 4 — Sau@ayel
Declinio

Intensidade (u.a.)
g

-100 T T T T T T T
550 600 650 700 750 800 850 900
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Fig. 1. Espectro de Emissado de Fluorescéncia com Excitacdo em 576 nm tipicos
de amostras com morte sUbita dos citros, sadias e declinio dos citros.
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Fig. 2. Identificacdo de materiais saudaveis e doentes através de /..

Conclusao

A metodologia desenvolvida por este trabalho deve auxiliar na inspecédo visual,
realizada pelos técnicos do Fundecitrus, dando-lhes maior precisdo no
diagndstico e diminuicdo da lesdao na arvore, pois para sonda de andlise pode ser
utilizado fibras épticas. Considerando como referéncia a inspecao visual o
método forneceu uma porcentagem de acerto bastante elevada, em torno de
90%. Este valor pode ser ainda maior considerando que plantas em estagio
precoce da doenca, que a inspecao visual ndo consegue avaliar, podem ter
gerado erro na referéncia. O desafio agora é montar um sistema de
fluorescéncia portatil que se adeqlie a metodologia desenvolvida e sirva para a
realizacdo de avaliagbes em campo.
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